WO 00/26255 PCT/DE99/03525 



Anti-Petasin-Antikorper , Verfabren zu iltrer Herstellung und 
ihre Verwendung 



Beschreibung 

Die Erfindung betrifft Anti-Petasin-Antikorper zuin Nachweis 
von Petasin oder Petasin-Protein-Kon jugaten in 

physiologischen Fliissigkeiten, die keine Kreuzreaktivitat 
gegeniiber Derivaten, Strukturanaloga Oder Metaboliten des 
Petasins besitzen, Verfahren zu ihrer Herstellung roittels 
Immunisierung durch Petasin-Derivate , die vorzugsweise 
Carrier-Molekul-gekoppelt sind sowie ihre Verwendung und 
einen Testkit. 

Petasin, eine Komponente von Pestwur zextrakten , ist 
bekanntermaBen der Ester aus Petasol und Angel ikasaure, der 
schon langer als pf lanzliches Spasxaoanalgetikuxa zur 
Bekampf ung von Spasmen des Gastrointestinaltraktes , 
insbesondere Harnleiterkoliken, spastischen Bronchitiden und 
Migrane, sowie antiphlogistisch verwendet wird (B. Debrunner 
et al., Phana. Acta Helv. 72, 359-380 (1998). Weiterhin 
schreibt man Petasindrogen eine Antituiaorwirkung zu (B. Meier 
et al., Hagers Handbuch der pharroazeutischen Praxis, 5. 
Auflage, S. 81-105, Springer-Verlag (1994)). Inzwischen 
liegen auch neuere Erkenntnisse zur Beeinf lussung der 
Biosynthese von Leukotrienen vor (D. Pichl et al. , Planta 
Medica, 60, 318-322 (1994)). 

Nach peroraler Applikation von Petasindrogen sind in 
Korperf ltissigkeiten gesunder Probanden lediglich 

Konzentrationen im Bereich von wenigen ng/ml zu erwarten. 
Vor diesem Hintergrund sind biologische, physikalische und 
chemische Nachweisverfahren, die zur Charakterisierung der 
Droge selbst Anwendung finden, fitr die Quantif izierung von 
Petasin in Korperf liissigkeiten nicht anwendbar. Selbst moder- 
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ne analytische Methoden, wie die ublicherweise angewendete 
HPLC, sind nicht ausreichend empfindlich bzw. aufgrund ihres 
hohen Zeitaufwandes fur groBe Proben2ahlen nicht geeignet. 



Der Erfindung lag deshalb die Aufgabe zugrunde 
Nachweisxaethoden fur Petasin bereitzustellen, insbesondere 
geeignete Methoden mit hoher Sensitivitat und Spezifitat, die 
fur die gewunschten pharmakokinetischen Untersuchungen eine 
gute Bioverfugbarkeit ermoglichen. 

Erf indungsgemSB erfullen immunchemische Detektionstechniken 
die gestellten Anf orderungen an Sensitivitat und Spezifitat, 
wodurch eine zusatzliche, der eigentlichen Bestimiaung 
vorangehende Extraktion bzw. Konzentrierung der Probe, wie 
sie bei chromatographischen Verfahren erforderlich ist, ent- 

fant. 

Die Losung der Aufgabe konnte durch Bereitstellung von Anti- 
Petasin-Antikorpern , die insbesondere keine KreuzreaktivitSt 
gegenuber Derivaten, Strukturanaloga oder Metaboliten des 
Petasins besitzen, realisiert werden. 

Die erf indungsgeraa Ben Antik6rper werden mit Derivaten des 
Petasins hergestellt, die vorzugsweise an ein Carrier-Molekttl 
gekoppelt sind, Gberraschend konnte dadurch die Herstellung 
yon Antikorpern gegen die Kopplungsgruppe des Petasins bzw* 
eine moglicherweise eintretende Veranderung des in der Nahe 
der 8~Position liegenden immundominanten Epitops vermieden 
werden • 

Die polyklonalen oder raonoklonalen Antikorper werden durch 
Immunisierung von Saugetieren und/oder Vogeln mit Petasin 
oder Petasin-Derivaten der allgemeinen Formel I 




hergestellt und uber Hybridomtechnik Oder rekombinant mit 
Hilfe von Antikorperbibliotheken gewonnen- 

Vor zugswe i se wer den fo Igende Carr i er-Mo 1 ekul -gekoppe 1 t en 
Derivate eingesetzt: 

- Derivate des Petasins der allgemeinen Formel I, in denen 
die in 8-Stellung befindliche Ketogruppe durch eine 
Carboxylgruppe ersetzt und mittels EDAC an 
Rinderserumalbumin gekoppelt ist. 

- Derivate des Petasins der allgemeinen Fonael I, in denen 
die in 8-Stellung befindliche Ketogruppe durch eine 
Carboxylgruppe ersetzt und uber aktiviertes Hydrazid- 
Dextran an Rinderserumalbumin Oder Fibrinogen gekoppelt 
ist, wobei die Einffihrung der Carboxylgruppe bevorzugt mit 
Carboxymethylhydroxyamin unter Oximbildung erfolgt. 

- Derivate des Petasins der allgemeinen Formel I, in denen 
die in 11,12- Stellung befindliche Doppelbindung bromiert 
und an mittels Trautschem Reagenz aktiviertes 
Rinderserumalbumin gekoppelt ist. 

Derivate des Petasinsr der allgemeinen Formel I, in denen 
die Angelikas&ure abgespalten ist und das verbleibende 
Petasol uber Chlorameisensaureester an einen Trager 
gekoppelt ist. 
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Die so hergestellten Anti-Petasin-Antikdrpern besitzen keine 
Kreuzreaktivitat gegenuber Derivaten , StrukturanaXoga oder 
Metaboliten des Petasins unci werden zuw Nachweis von Petasin 
oder Petasin-Protein-Kon jugaten in physiologischen 

FlQssigkeiten eingesetzt, wobei entweder Petasin, Petasin- 
Protein-Kon jugate oder die Anti-Petasin-Antikorper 

vorzugsweise mit einem Marker ver$ehen sind. Bevorzugt liegen 
die ReaKtionspartner in horoogener Losung vor. 

Als Marker werden Enzyme, Fluoreszenzf arbstof f e , Radioisotope 
oder redoxaktive Verbindungen verwendet. 

Das antikorpergebundene Petasin wird optisch, 

elektrochejaisch, f luorimetrisch oder radiochemisch 

nachgewiesen , bevorzugt optisch mitteXs Farbreagenzien Oder 
chromatographisch . 



In einer Ausf tthrungs variant e werden entweder die Anti- 
Pet as in-Antikorper, das zu bestimmende Petasin oder die 
Petasin-Protein~Kon jugate an eine feste Phase gebunden, wobei 
zwisehen den Reaktionsschritten ein Wa^chprozefi erfolgt. 

Die feste Phase ist ggf, cheiuisch aktiviert, wobei die 
Bindung der Anti-Petasin-Antikdrper , des zu bestiwmenden 
Petasins oder der Fetasin~Protein-Kon jugate daran adsorptiv 
oder kovalent erfolgt ist. Besonders bevorzugt wird als teste 
Phase Polystyren verwendet. 

Dariiber hinaus kann die feste Phase eine uhterschiedliche 
geometrische Form aufweisen, so Z . B . in Form einer 
MikrotitrationspXatte, eines Rdhrchens oder in kugelf ormiger 
bzw. f l&chenf 6rmiger Gestalt. 

De 3 weit 8 ren betrifft a±* Erfindung einen Testkit ZU r 
Bestimmung von Petasin in physiologischen Fl<i SS ig keiten der 
umfaBt ' 
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Ant i — Pet a s i n — Ant ik6r-per* 

eine feste Phase, V2w. Polystyren 

Waschlosung , 

Verdttnnungspuf f er , 

larKiertes Petasin oder einen markierten Anti-Species- 
Antikdrper, 

ein marker spezifisches Nactiweissystem, vorzugsweise ein 
Enzymsubstrat - 

AnsctilieBend wird die Erfindung an Ausftihrungsbeisspielen 
n&her erl&utert. 

Au s f tihr ungsbe is pi e 1 e 

A) Herstelluttq der Imunoqene 

Petasinoxim : 

10 mg (3 # 3xlo^ 5 mol) Petasin in 5 ml Ethanol 16sen, mit 15 mg 

(6,8x10 mol) Carboxymethoxylaain Hemihydrochlorid (Sigma- 
Aldrich) versetzen und tropfenweise 5 M Natronlauge bis 2u 
einem pH von 12 xugeben* Der Ansatz wird 4 h am RuckfiuB 
erliitat, auf dem Wasserbad zur Trockne eingeengt, mit 2 M 
Salzsaure gewaschen und in einem Gemisch aus 1 ml Dioxan und 
2 ml DMSO g©16st und bei - 70 °C gelagert. 

Dxinnschichtchromatograf ie: Rf-Wert (Kieselgel G60, 

Chloroform) = 0,42 (petasin: 0,16). 

Das Oxim entsteht als alleiniges Reaktionsprodukt. 

Petasinoxim-Rinderser\imalbumin : 

32 mg (4,8xlo~ 7 mol) Rinderserumalbumin (RSA) in 4 ml pes 
16s en (iosung A) * 

7 mg (l,8xl0~ 5 mol) Petasinoxim, gelost in l ml Dioxan/DMSO - 
1:2 (v/v) , mit 16 mg l-Ktiiyl-3- (3- 

dimethylaminopropyl)car-bodiimid (EDAC) versetzen und unter 
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Riihren 30 rain bei Raumtemperatur inkubieren lassen (Losung 
B). 

LSsung B tropfenweise zu Losung A geben und 6 h bei 
Raumtemperatur rllhren, ansclilie£end bei 4 °C gegen 3x0,5 1 
PBS (0,01 M Phosphat, 0/15 M NaCI, pH*=7,4) dialysieren und 
bei - 70 °C lagem* 

Petasin-Dextran-Proteine : 

7 mg (l,8xl0~ 5 mol) Petasinokim, geldst in l ml Dioxan/DMSO « 

1:2 (v/v) -tropfenweise zu 32 mg Rinderserumalbumin (4,8xl0~ 7 
mol) bzw. Fibrinogen in 4 ml pbs geben und mit 0,5 mg 
(l,5xl0~4 mol Hyda2idgruppen) aktiviertem Hydrazid-Dextran 
(Pierce, Code 20900) versetsen. Danach werden 16 mg 1-Ethyl- 
3 - ( 3-dimet*iylamirtopropyl ) carbodiimid ( EDAC ) Jiinzugef iigt und 
das Gemi^ch 4 h bei Raumtemperatur inkubiert* AnsctilieBend 
wird bei 4 °C gegen 3x0 , 5 1 PBS (0,01 M Phospbat, 0,15 M 
NaCl, pH=7,4) dialysiert. Die Lagerung erfolgt bei - 70 °c. 

Brompeta^in-Rinder^erumalbixmin 2 

Bromi. ejru Jig von Peta^in: 

10 lag (3,3xl0~ 5 mol) Petasin, geldst in 3 ml Dichlormetiian, 
werden tropfenweise unter Schwenken mit 5 mg (3,lxl0~ 5 mol) 
Brom in 1 ml DicJilonnethan versetzt. Der Ansatz wird danach 
im Wasserbad zur Trockne eingeengt und in 1 ml DM30 
auf genommen . Diinnschicfat:chroiaat:ograf ie r R f -Wert ( Kieselgel 
G60, Chloroform) 0,51 (Petasin: 0,16). 
Thl oil eru ng von Rinderserumalbumin z 

40 mg (6x10^ mol) Rinderserumalbumin in 1 ml 0,1 H 
Phosphatpufter pH=*8,0 ldsen und mit 20 mg (i,4xio~ 4 mol) 2- 
Iminothiolan-Hydrochlorid (Traut^s Reagent) versetzen und 40 
min bei Raumtemperatur inkubieren lassen. AnschlieBend wird 
mit Hilfe einer mit Septiadex G25 gefttllten Saule (1x10 cm) 
gegen 0,1 M Phospbatpuf fer pH-7,2 umgesalzt. Zur Losung dee 
thiolierten Proteins gibt man unter Rtthren 4 mg (S^xio* 6 
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mol) Brotitpetasin undL l&Bt 3 h bei Raumtemperatur inkubieren, 
worauf bei 4 °C gegen 3x0,5 1 PBS (0,01 M Phosphat, 0,15 M 
Nacl, pHN7,4) dialysiert wird. 

Petasol-Rinderserumalbuini a z 

0,7 rag ( 2 , 9xl 0™ 6 mol ) Petasol werden in 200 ^1 getrocknetem 

Dioxan/DMF = 1:1 (v/v) gelost, mit 2 mg (7,9xl0~ 6 mol) 5~ 
Nqrbornen-2 , 3-dicarboximidyl-chlorkohlensaureester und 4 mg 

(3,3xl0~ 5 mol) 4~Dimethylaminopyridin versetzt und unter 
Auschlufi von Luf tf euchtigkeit 1 h bei Rauiatemperatur 
inkubiert- Danach wird diese Ldsung tropfenweise unter Rtihren 

zu 10 mg (l,5xlo~ 7 mol) Rinderserumalbumin, gelost in 0,5 ml 
PBS, gegeben und 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. 
AnschlieBend wird bei 4 °C gegen 3xO,5 1 PBS (0,01 M 
Phosphat, 0,15 M NaCI, pH=7,4) dialysiert und das 
Proteinkon jugat bei -70 °C gelagert. 

Die Immunisierung erfolgt in Kaninchen als Primarinj ektion 
durch subkutane und intramuskul fire In j ektion mi t je 3 mg 
Petasin-RSA in komplettem Freund'schen Adjuvans* Die 
SekundSrinj ektion erfolgt vier Wochen nach der 
Primarinj ektion. Nach weiteren zwei Wochen erfolgt die erste 
Boosterinjektion, ein© zweite wird zwfclf Wochen nach 
Immunisierungsbeginn in inkomplettem Freund'schen Adjuvans 
durchgefiihrt. Ca. acht Wochen nach Beginn der Immunisierung 
erfolgt die erste Probeblutentnahme , die durch eine weitere 
nach vier Wochen erg&nzt wird. Die Entblutung erfolgt nach 16 
Wochen - 



Die erhaltenen Antiseren werden einer Titerbestimmung auf 
spezifische anti-Petasin^Antikorper tnittels Enzymimmunoassay 
unterworfen, bei dem Petasin-Ovalbumin an die Oberfiache von 
Kikrotiterplatten gebunden wird. Die zu untersuchenden 
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Antiseren und Nullseren der Kaninchen werden nachf olgend in 
einer Verdiinnungsreihe init: dem immobilisierten Petasin 
inkubiert. Der Nachweis der gebundenen Antikdrper erfolgt 
durcii mkubation mit einem Ziege— anti-Kaninchen- 
Iromunglobulin-Enzyni-Konjugat (Peroxidase) und ansohlieBender 
visuell auswertbarer substratreaktion - 



cn En zymimrounoassav 



Petasin-Ovalbumin : 

0,3 flig (Sxio mol) Petasmoxiin, gelost in 100 Dioxan/DMSO 
™ 1:2 (v/v) werden mit 4 nig EDAC versetzt und 30 min bei 
Raumteiaperatur inkubiert. AnschlieBend wird der Ansatz in 

eine tifisung von 5,5 mg (l,2xl0~ 7 mol) Ovalbumin in 3 ml PBS 
gegeben, 2 h bei Raumtemperafcur unter Rtthren und ansctilieBend 

16 b bei 4 °C inkubiert. Das Reaktionsgemisch wird bei 4 °C 
gegen 3x0,5 1 Aqua bidest. dialysiert und das Proteinkon jugat 
bei - 70 a c gelagert, 

Beschxchtung t 

Petasin-Ovalbumin wird in einer Konzentration von 5 mg/1 in 
0,1 M Karbonatpuffer pH^9,5 (100 ^l/well) adsorptiv fiir 16 ti 
bei 4 °c an Polystyren-Mikrotiterplatten gebunden und danach 
abgesaugt, Nach zweimaligem Waschen mit 300 jal/well 
Wascbpuffer (PBS, 0,1% Tween 20) wird 2 h bei Raumteitjtperatur 
mit 150 p.l/well Blockierungsl6sung (0,06% Gelatine, 0,02% 
Hatriumazid in PBS) geblockt und sehlieBlich dreimal mit 
Waschpuffer gewaschen. 

Testdirrcbf iihrung : 

50 |ul der zu testenden Serumprobe bzv. des jeweiligen 
Standards (l : 4-Verdtinnuxig in Probenpuffer (PBS, 1% RSA, 
0,1% Tween 20, 0,01% Thionersal ) ) und SO p,l einer optiroierten 
Antiseruwverdttnnung in Probenpuffer werden simultan 1 h bei 
Raumtemperatur unter SchQttelti inkubiert, AnschlieBend wird 
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die Mikrotiterplatte dreitaal mit 300 j^l/well Waschpuffer 
gewaschen und rait lOO yil anti-Kaninchen-Iimnunglobulin- 
Peroxida$e-Kon jugat, verdtinnt in Probenpuf f er , 30 min bei 
Raumtemperatur inkubiert und aberroals wie oben gewaschen. 
Danach wird 10 lain mit 100 \xl einer gebrauchsf ertigen 
Subs tr at losing ( 3 , 3 * , 5 , 5 * -Tetramethy Ibenzidin ) pro Vertief ung 
inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von 100 ul/well o,5 M 
Schwefelsaure gestoppt. Die Auswertung erfolgt bei 450 nm in 
einett Mikrotiterplatten~Reader . 

Indikationsbeschreibung 

Pf lanzenextrakte, die aiittels spefcieller Verfahren aus 
Blatter bzw. Bhizomen von P&tasltes hybrlaus L. gewonnen 
werden, konnen die 5 -Lipoxygenase hemmen, wodurch bei 
allergischen Entzundungen die Arachidons&urekaskade 
wirkungsvoll unterbrochen wird. Insbesondere wird die bei 
Entzttndungen stimulierte LeuKotrienfreiset2ung aus 

kfirpereigenen Zellen unterbunden, darunter auch die aus den 
eosinophils und neufcrophilen Leukozyten. 

Somit sind derartige Pf lanzenextrakte potentielle Kandidaten 
fOr die therapeutische Verwendung bei allergischen 
Entzundungen wie Heuschnupf en, Asthma, atopische Dermatitis, 
Colitis ulcerosa etc-. Erste klinische Erfahrungen belegen 
bereits die gute therapeutische Wirksamkeit dieses 
Pf lanzenextraktes bei Heuschnupf en . Eine prophylaktische 
Verwendung des Extraktes bei ausgewShlten Formen der 
Migraine ergab ebenfalls Hinweise fur seine Wirksamkeit. 

Neben der Feststellung des ftir die Wirksamkeit notwendigen 
Plasmaspiegels far relevante Inhaltsstof f e des Extraktes, 
beispielsweise Petasin, sind weiterhin auch die Kenntnis der 
Pharmakokinetik solcher relevanten Inhaltsstof fe far einen 
medi zinischen Einsatz des Pf lanzenextraktes zwingend 
notwendig. Mit den erf indungsgem&Ben Anti-Petasin-Antikorpern 
in einem Enzymimmunoassay gelingt der sichere Nachweis der 
Petasine im Blut im unteren ng-Bereich. Das beigefugte 
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Ergebnis einer pharmakokinetischen 
eindrucksvoll die Einsatzf &higkeit- 



Unt.eirsu.ch.u-ng be 1 egt 



Es wurden in einer Phase I der klinischen Prttfung zur 
Ermittlung pharmakoKinetischer Parameter von Pestwurz- 
Extrakt-entnaltenden Tabletten einmalige orale Gaben von 2 
bzw. 4 Tabletten an 24 klinisch gesunden Mannern im Alter 
zwischen 18 und 40 Jahren ausgewertet. 

Als Methode wurde die offene, cross-over-Pruf ung gewahlt, 
einmalige Gabe jeder Dosierung in randoaisierter Reihenfolge 
mit einem Intervall von mindestens 7 Tagen zwischen den 
Gaben - 



Ef f ektivitat: 

Modellunabhangige pnarmakokinetiscfte Parameter fur Petasin 
Statistische Methoden: 

ANOVA, ANOVA io<;r , wilcoxon-Mann-Whitney-Test , Wilcoxon- 
Vorzeichen-Rang-Test 

Zusammenfassung - SchluiJfoIgerungen 
Ergebnisse: 

Petasin-Serumkonzentration (ng/ml) 

Nach Gabe von 2 Tabletten 



Nach Gabe von 4 Tabletten 



Zek 
p.a.(h) 


N 


Mean 


S.D. 


Min. 


Median 


Max. 


N 


Mean 


S.D. 


Min. 


Median 


Max. 


0 


0 


0,0 




0,0 




0,0 


0 


0,0 




0,0 




0,0 


0,25 


9 


2,8 


1,8 


1,1 


2,2 


■ 5,5 


13 


4,2 


3,7 


1.0 


3,2 


14,9 


0,5 


20 


7,6 


5,8 


1,5 


5,9 


23,3 


21 


21,2 


24,9 


1.3 


13,7 


96,2 


0,75 


20 


11,9 


5,7 


4,0 


11,0 


23,8 


19 


28,7 


22,5 


2,5 


23.0 


91,8 


1 


20 


15,6 


7,2 


4,0 


14,7 


29,3 


20 


36,6 


23,0 


7,8 


38,1 


100,0 


1,167 


20 


21,0 


16,1 


5,6 


15,3 


62,9 


20 


47,3 


29,1 


7,5 


43,6 


100,0 


1,5 


20 


19,3 


12,0 


5,1 


. 16,1 


47,3 


19 


40,8 


22,3 


12,2 


32,4 


90,7 


1,833 


20 


18,2 


11,3 


7,8 


14,7 


44,3 


20 


32,0 


20,1 


13,8 


26,8 


100,0 


2,167 


20 


16,3 


8,3 


7,3 


14,5 


31,7 


20 


28.9 


15,0 


11.4 


27,5 


76,1 


2,5 


20 


13,6 


6,4 


5,9 


10,2 


26,6 


19 


24,3 


10,7 


8,4 


26,1 


40,9 


3 


20 


8,8 


4,1 


3,1 


7,7 


18,3 


20 


17,9 


10,0 


7,2 


14,6 


49,0 


4 


20 


4,5 


2,6 


1,7 


5,2 


11,2 


20 


9,5 


'5,2 


2,9 


8,1 


20,8 


5 


20 


4,1 


2,3 


1,5 


3,4 


8,8 


21 


12,4 


16,5 


3,2 


7,3 


81,4 


6 


18 


3,2 


1.7 


1,2 


3,1 


8,1 


21 


5,8 


3,8 


1,6 


5,0 


14,7 


8 


18 


1,9 


0,8 


1,0 


1,6 


4,2 


19 


3,9 


3,1 


1,4 


3,1 


15,7 


12 


13 


1,6 


0,5 


1,1 


1.4 


2,9 


18 


2,7 


1,0 


1.3 


2,5 


5,1 


24 


6 


1,5 


0,5 


1,1 


1,3 


2,3 


10 


1.3 


0,4 


1,0 


1,0 


2,3 



Wene unter der Bestimmungsgrenze (1 ng/ml) gleich 0 gesetzt 
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Modellunabhangige pharmakokinetisehe Parameter (±_ SJD.) 



Parameter/Dosienxng 


2 Tabletten 


4 Tabletten 


Cmajc (ng/ml) 


SD 


+ 14,8 


58,1 
+_ 26.7 


tmflx (h) 


SD 


1,616 
+0,499 


1,614 
+_ 0,926 


AUChm (ng/ml*h) 

SD 


65,30 
+_ 35,61 


151,15 
±. 68,21 


AUCo^ (ng/ml*h) 


SD 


79,68 
+ 42,27 


168,22 
+ 73.43 


AUC R «t (%) 


SD 


18,3 
+ 7,9 


10,8 

+ 4.9 




Tie (h) 


SD 


7,155 
+.4,611 


7,618 

+.3,338 


MRT (h) 


SD 


7,32 
+_ 3,74 


6,74 
A2,47 



Sicherheitsparamefcer : 

Keine signifikanten und klinisch reievanten Verandenmgen der hamatologischen und 
kluusch-chenusciieTi Laborparameter. 

Uaerwunschte Ereignisse: 
Uxierwiinschte Ereignisse traten nicht auf. 

Schlufifolgerungen: 

• Die Resorption erfolgt rasch und dosisabhangig. 

• Beide Dosiemngen sind hinsichtlich ihrer Bioverfiigbarkeit als gleich anzusehen. 
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Mathematisch-statistisciie Auswertung 

1. Pharroakokinetische und statistische Berechnungen 

Basis der Auswertung waren die geTtiessenen Serumspiegel von 
Petasin 

2. Modellunabliangig^ pharmakokinetische Parameter 

Die Kittelwerte und standardabweichungen (SD) der 
pharmakoJcinetischen Parameter sind in der Tabelle 1 
z us aimaenge ± a J5 1 



Parameter/Dosierung 


2 Tabletten 


4 Tabletten 


Cm.x (ng/ml) ± SD 


25,5 +14,8 


58,1 ±26,7 


tm« (h) ± SD 


1,616 ±0,499 


1,614 ±0,926 


AUC<v«u*> (ng/ml*h) ± SD 


65,30 ± 35,61 


151,15 ±68,21 


AUCo-„ (ng/ml*h) ± SD 


79,68 ± 42,27 


168,22 ±.73,43 


AUCtu*. (%) ± SD 


18,3 ±7,9 


10,8 ±4,9 


ti/z (li) ± SD 


7,155 ±4,611 


7,618 ±3,338 


MRT (h) ± SD 


7,32 ± 3,74 


6,74 ± 2,47 



Die dosisabh&ngigen Parameter C wa * und AUG verhalten sich nahezu dosisproportional, die 
Abweichungen der Mittelwerte aller anderen Parameter sind, unter Beriicksichtigung der 
ermittelten Standardabweichungen nahezu identisch. 

Die groBen Standardabweichungen sind als Ausdruck interindividueller Unterschiede vor 
allem in der Geschwindigkeit der Resorption, Verteilung und des Matabolismus von Petasin 
zu betrachten. So wurde bei einem Probanden nach Gabe der medrigen Dosieruxig zu keinem 
Zeitpunkt ein Petasinserumspiegel uber der Bestimmungsgrenze der Analysenmethode 
gefunden. 



Die Berechnung der reievanten Bioyerfugbarkeit (Berechnung der dosiskorrigierten 
Quotienten der phannakokinetischen Parameter mit 90 % KonfidenzintervaH) der Gabe von 4 
Tabletten im Vergleich zur Gabe von 2 Tabletten der Prtifmedikation ergibt: 
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Tabelle 2 

Relative Bioverfugbarkeit 
Pestwurz 4 Tabletten versus Pestwurz 2 Tabletten 
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T/R (%) 


AUGk» 


T/R (%} 


Verteilungs- 
Annahme 


Statistische 
Methode 


Funkt- 
Schatz. 


KonCmterv. 
von ... bis 


Punkt- 
Schatz. 


Koaf.interv. 
von bis 


Normalvert 


ANOVA (x-Over) 


113,5 


91,9... 135,0 


106,2 


86,5 ... 126,0 


log- 

Normalvert, 


ANOVA 
log (x-Over) 


114,9 


94,7 „. 139,5 


109,1 


92,5 ... 128,6 


Verteilungs- 
frei 


Wilcoxon-Mann- 
Whitney Test 
Wilcoxons 

Vorzeichen-Rang-Test 


113,5 
111,4 


87,7... 141,8 
93,4 .„ 135,4 


101,0 

104,5 


87,5 ... 121,3 
90,8 ... 122,3 



Im Rahmen der bei Bioaquivalenzprufungen gewdhnlich akzeptierten Grenzen von 70 bis 
142,9 % fiir C ma * und von 80 bis 125 % fur AUC ist die Verfiigbarkeit beider Dosienmgen als 
gleich anzusehen. 



Tabelle 3 



; Zeit 
;p.a. 


N 


Mean 


S.D. 


Min. 


Median 


Max. 


0 


0 


<1 






<1 




0,25 


13 


4,2 


3 ? 7 


1,0 


3,2 


14,9 


0,5 


21 


21,2 


24,9 


1,3 


13,7 


96,2 


0,75 


19 


28,7 


22,5 


2,5 


23,0 


91,8 


1 


20 


36,6 


23,0 


7,8 


38,1 


100,0 


1,167 


20 


47,3 


29,1 


7,5 


43,6 


100,0 




19 


40,8 


22,3 


12,2 


32,4 


90,7 


1,833 


20 


32,0 


20,1 


13,8 


26,8 


100,0 


2,167 


20 


28,9 


15,0 


11,4 


27,5 


76,1 




19 


24,3 


10,7 


8,4 


26,1 


40,9 


3 


20 


17 f 9 


10,0 


7,2 


14,6 


49,0 


4 


20 


9,5 


5,2 


2.9 


8,1 


20,8 


5 


21 


12,4 


16,5 


3,2 


7,3 


81,4 


6 


21 


5,8 


3,8 


1,6 


5,0 


14,7 


8 


19 


3,9 


3,1 


1,4 




15,7 


12 


18 


2,7 


1,0 






5,1 


24 


10 


1,3 


0,4 


1,0 


1,0 


2,3 



„ .,,^_ ■ ■ ■ I ■ „ — 1 " .1 .... f 1 „■ 7 ~ 1 

Werte unter der Bestimmungsgrenze (1 tig/ml) gleich 0 

Aus der anliegenden Abbxldung ist ersichtlich , daB sich die 
mittlere maximale Petasinkon2entration ( c *n«) nach Gabe der 
doppelten Dosis ann&hernd verdoppelt. Der mi ft 1 ere Zeitpunkt 
des Erreichens maximaler Serumspi egel ( ) bleiirt konstant. 
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Patentanspr&clie 



1 m Anti~Petasin-Antik6rper zum Nachweis von Petasin oder 



Flilssigkeiten, die Xeine Kreusreaktivitat gegentiber 
Derivaten, StruJcturanaloge oder Metaboliten des Petasins 
besitzen , 

2-Verfahren zur Herstellung von Anti-Petasin-AntikSrpern, 
dadurch gekennzeich.net:, daB -polyklonale oder monoklonale 
AntikSrper durch Imxaunisierung von S&ugetiereh und/oder 
Vogeln mit Petasin oder Petas in-Der i vat en der allgemeinen 
Forme 1 X 




hergestellt und die AntlJcSrper uber Hybridomtechnik oder 
rekombinant mit Hilfe von Antikarperbibliotheken gewonnen 
werden - 

3-Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB zur 
Imnunisierung als Petas in-Derivate Carrier-Molektil- 
gekoppelte Derivate eingesetzt werden. 

4* Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet , da£ zur 
Isaaunisierung Derivate des Petasins eingesetzt werden, in 



Petas in-Protein^Kon jugaten 



in 



phys i ol ogi schen 
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denen die in 8-Stellung befindliche Ketogruppe durch eine 
Carboxylgruppe ersetzt und mittele EDAC an 
Rinderserumalbtiinin gekoppelt ist. 



5* Verfahxen nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet , daB zur 
Immunisierung Derivate des Petasins eingesetzt werden r in 
denen die in 8~Stellung befindliche Ketogruppe durch eine 
Carboxylgruppe ersetzt und fiber aktiviertes Hydrazid- 
Dextran an Rinderserumalbumin oder Fibrinogen gekoppelt 
ist ♦ 



6 , Verf ahren nach Anspruch 4 und 5, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Einfuhrung der Carboxylgruppe irdt 
carboxymethylhydroxyaidin unter Oximbildung erfolgt. 

g 7. verf ahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet , daB zur 
Jp iramunisierung Derivate dee Petasins eingesetzt werden, in 
fZ denen die in 11,12- Stellung befindliche Doppelbindung 
S bromiert und an mittele Trautschem Reagenz aktiviertes 
G Rinderserumalbuinin gekoppelt ist, 

]S 8. Verf ahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB zur 
fy lamumisierung Derivate des Petasins eingesetzt werden, in 

denen die Angelikasaure abgespalten ist und das 
ff verbleibende Petasol iiber Chloraroeisensiureester an einen 

Carrier gekoppelt ist. 

9. Verwendung von Anti-petasin-Antikbrpern zum Nachweis von 
Petasin Oder Petasin-Protein^Kon jugaten in physiologischen 
Flussigkeiten . 

10. Verwendung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet , daB 
sie keine Kreuzreaktivit&t gegentfber Derivaten, 
Strukturanalogen oder Wetafooliten des Petasins besitzen. 

11 .Verwendung nacn Anspruch 9 oder ,10 , dadurch 
gekennzeichnet, daB entweder Petasin, Petasin-Protein- 
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Konjugate oder die Anti-Petasin-Antikorper mit einem 
Marker versehen sind. 

12 ♦ Verwendung nach Anspruch 11 , dadurch gekennzeichnet, daB 
Marker Enzyme/ Fluoreszenzf arbstof f e, Radioisotope oder 
redoxaktive Verbindungen sind. 

13 .Verwendung nach einem der Ansprflche 9 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet , daB der Kachweis antik$rpergebundenen 
Petasins optisch, elektrocheiaisch, fluorimetrisch oder 
radiochemisch erfolgt. 

14. Verwendung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet , daB 
ein Farbreagens verwendet wird - 

15 -Verwendung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB 
der Nachweis chroma tographi sen erfolgt. 

16* Verwendung nach einem der Anspriiche 9 bis 15, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Keaktionspartner in homologer 
liosung vorliegen. 

17* Verwendung nach einem der Ansprttche 9 bis 16, dadurch 
gekennzeichnet, daB entweder die Anti-Petasin-Antikorper , 
das zu bestiramende Petasin oder die Petasin-Protein- 
Konjugate an einer feste Phase gebunden sind und zwischen 
den Reaktionsschritten ein WaschproaeB erfolgt. 

18. Verwendung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Bindung der Anti -Petasin- Ant ikSrper, des zu 
bestimmenden Petasins oder der Petasin-Protein-Konjugate 
an die feste Phase adsorptiv oder nach vorhergehender 
cheinischer AJctivierung der fasten Phase kovalent erfolgt. 

19. Verwendung nach Anspruch 17 Oder is, dadurch 
gekennzeichnet, daB clie feste Phase aus Polvstvren 
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18/04/2901 09:24 



+49-30-948J 




71 



DR BAUMBACH 




S. 



11 



WO 00/26255 



PCT/DE99/03525 



20 * Verwendung nach einem der Anspriiche 17 bis 19, d^durch 
gekennzeichnet;, da3 die feste Phase eine unterschieaiiche 
geometrische Form hat. 

21- Verwendung nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB 
sie in Form einer Mikrotitrationsplatte , eines RShrchens 
Oder kugelformige bzw. f lachenf orrnige Gestalt aufweist. 



22.Testkit zur Bestimmung von Petasin in physiologischen 
Flussigkeiten umfassend 

Anti-Petasin-Antik6rpe:r 

eine feste Phase, V2W. Polystyren 

Waechlosung , 

Verdunnungspuf f er , 

Enzyxtnaarkiertee Petasin . 



